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Abstract 
   Community-acquired pneumonia (CAP) is often caused by Streptococcus pneumonia.  The first defense 
against fighting CAP is by prescribing β-lactam antibiotics. However, in some occasions patients show some 
drug-resistant.  The ketolide (belonging to the 14-membered ring macrolide) has been developed as an alternative 
treatment in fighting these infectious diseases of drug-resistant S. pneumoniae.  Telithromycin (belonging to the 
ketolide), has been used for the treatment of CAP from 2003 to 2012.  Many of pneumococci are known to be 
cross-resistant to macrolide-lincosamaid-streptogramin type B antibiotics (MLSB).  In this study, we are 
investigating the variation of the susceptibility and the drug-resistant gene of pneumococcal for ketolide and MLSB.  
The CAP patients, in Hokkaido Japan, were clinically isolated and used in this study. 
   We focused in on two specific gene phenotypes, erm AM and mef E gene, which cause the drug-resistant of 
MLSB in S. pneumoniae.  The erm AM gene encodes a methyltransferase that catalyzes the methylation of 
specific adenine residues in the 23S rRNA of the 50S subunit.  Mef E gene encodes a cell membrane protein that 
acts as erythromycin efflux pump, which reduces the concentration of antibiotics in bacteria. 
   The results from the clinical isolated of S. pneumoniae in 2000 (107 strains) and 2005 (103 strains) were used to 
asses the experiment for susceptibility and of the drug-resistant gene:  The MIC90 of the MLSB for all strains in 
2000 was 128μg/mL.  The MIC90 of rokitamycin was 64μg/mL, mikamycin B was 16μg/mL. The MIC value of 
MLSB, and mikamycin B were both 128μg/mL for all strains in 2005.  MIC values of ketolides for all pneumococcal 
strains was less than 0.4μg/mL. Further, MIC90 of cethromycin was no more than 0.05μg/mL.  The strains with erm 
AM gene alone decreaced from 52.3% to 41.8%, oppositely, the strains with mef E gene alone increaced from 
26.2% to 30.4%.  However, adding the combined strain with both erm AM and mef E gene to erm AM gene alone 
increaced from 54.2% to 55.9%.  In 2005, a strain containing both erm AM and mef E gene increased by 6.9%, 
due to the spread of the distribution of the overlapping genes.  Since telithromycin and cethromycin never share 
patterns of cross-resistance with MLSB.  The results suggested that they act effectively against pneumococcal with 





























Mac の誘導体で、14 員環ラクトンの 3 位がケトンに置
換された構造を持ち、ペニシリン耐性、Mac 耐性肺炎
球菌にも抗菌活性を示す(8,9)。テリスロマイシンは2001













 北大病院に来院した市中肺炎患者より 2000 年に分
離されたStreptococcus pneumoniae、107株（HP00- 
024～HP00-130 株）と、2005 年に分離された 103 株
(HP05-001～HP05-103株〈HP05-026は欠損〉)を使用し
た。対照株として、Mac 系薬剤感受性株である S. 
pneumniae ATCC49619 及び Staphylococcus aureus 
ATCC29213を使用した。 
2.2 培地 
 菌体発育用として5％羊血液添加Trypticase Soy 
Ager平板 (TSA 5%SB)は BD製を用いた。薬剤感受性測
定用培地は、CaCl2と MgCl2を Ca2+ 50 mg/L、Mg2+ 25 mg/L






Tris hydroxymethyl aminomethane (Tris)は生化学用
を使用した。dNTP Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP各 10 
mM)、Go Taq® Flexi DNA Polymerase (Go Taq® DNA 



























128μg/mL から 0.125μg/mL まで 2 倍希釈系列を作成








ループを用いて TSA 5% SB に塗沫し、37℃、一夜イン
キュベートした。さらにTSA 5%SBに植菌し、37℃、一
夜インキュベートした菌体を以下に使用した。1.5 mL
チューブに、10 mM Tris-HCl (pH 8.5) 300μLを加え
被検菌株を1μL用プラスチックループで1ループ量を
懸濁させた。アルミヒートバス(IWAKI CHILL HEAT CHT- 
101HT)で 95℃、10 分間加熱後、CT13R 遠心機により






2.7 erm AM及びmef E遺伝子の検出 
 erm AM、mef E 遺伝子の検出は PCR 法を用いた。プ
ライマーは Table 1 に示す erm AM(16,17)、mef E(18,19)を
それぞれ検出する配列として用いた。0.2 mLチューブ
に超純水24μL、25 mM MgCl2 10μL、5×Green Go Taq® 
Flexi Buffer 10μL、dNTP Mix 1μL、5 pmol/μL プ
ライマーそれぞれ 1μL ずつ、1U/μL の Go Taq® DNA 
polymerase 1μL、テンプレート DNA 2μL を加え、全
量を50μLとした。PCR反応にはGene Amp® PCR system 
2400を用いた。 
 a) erm AM を増幅するプライマーを用いた場合、最
初の変性反応に95℃、1分間、次の25サイクルは変性
反応に 95℃、1 分間、アニーリングに 54℃、2 分間、
伸長反応に 72℃、2 分間、最後の伸長反応は 72℃、8
分間で行った。 
 b) mef Eを増幅するプライマーを用いた場合、 
アニーリングの温度を 56℃に設定した以外は erm AM
を増幅するプライマーを用いた場合と同様に行った。 
 PCR 増幅産物は 1.7％アガロースゲル電気泳動を行
った。PCR を行う際に毎回ネガティブ・コントロール













値は Table 2 に示すように、0.0063μg/mL から 0.4μ
g/mLの範囲であった。2005年ではTable 2に示すよう
に 0.0063μg/mL から 0.1μg/mL の範囲であった。TEL
に対するMIC値は、両年共に0.0063μg/mLから0.4μ
g/mLの範囲であった。全ての分離株は0.4μg/mL以下








しては 0.5μg/mL 以下が 23 株、1μg/mL 以上が 84 株
であった。RKM に対しては 0.5μg/mL 以下が 58 株、1
μg/mL 以上が 49 株であった。CLDM に対しては 0.5μ
g/mL以下が55株、1μg/mL以上が52株であった。MKM-B
に対しては0.5μg/mL以下が25株、1μg/mL以上が82






しては 0.5μg/mL 以下が 24 株、1μg/mL 以上が 78 株
であった。RKM に対しては 0.5μg/mL 以下が 53 株、1





3.3 PCR法によるerm AM及び mef Eの検出率 
プライマーerm AMを使用してPCRを行ったプロダク
トを電気泳動した結果の例を Fig. 1 (A)に示した。
339bp付近にバンドが検出された株はerm AM遺伝子が
存在し、検出されない株には存在しないと判断した。
同様に、プライマーmef E を使用した PCR の結果の例
を Fig. 1 (B)に示した。346bp 付近にフラグメントが














3.4 erm AM及び mef Eと薬剤感受性との相関 
 Fig. 2 に示すとおり、erm AM 遺伝子保有株は 2000
年では 56 株で 52.3%、2005 年では 48 株で 47.1%であ
った。mef E遺伝子保有株は2000年では28株で26.2%、
2005年では31株で30.4%であった。erm AM、mef E両
方の遺伝子を保有する株は 2000 年では 2 株で 1.9%、
2005年では9株で8.8%であった。耐性遺伝子を保有し





























4.2 erm AM及びmef Eの保有状況 
 Table 4に示すように2000年に分離された菌株と比





erm AM、mef E 両方の遺伝子を保有する菌株は 6.9%増
加していた。erm AM遺伝子単独で保有する菌株は5.2%
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